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Résumé
Quatre  répliques  d’une  population  de  Drosophila  melanogaster,  polymorphe pour les  locus
Adh  et a-Gpdh, ont été maintenues pendant 20 générations sur milieu témoin (répliques Tl et T2)
ou sur un milieu additionné d’éthanol (répliques El et E2). Une faible augmentation de fréquence
de l’allèle Adh’  et une baisse de celle de l’allèle Gpdh r   ont été obervées pour les répliques avec
alcool.
Après ces 20 générations, la survie de l’oeuf à l’adulte a été déterminée, pour les 4 répliques,
sur  différentes  concentrations  d’éthanol ;  parallèlement,  la  structure  génotypique  des  adultes
survivants a été analysée.  Il  apparaît que la dose létale 50 est plus élevée pour les répliques El et
E2. La baisse du nombre des émergences 
-  obtenue avec l’augmentation de la concentration en
alcool  du  milieu  larvaire 
-  ne  se  traduit  par  aucune  variation  significative  dans  la  structure
génotypique des locus Adh et a-Gpdh,  et  ceci quelle que soit  la  réplique.
Mots clés :  Drosophila melanogaster, tolérance à l’éthanol,  Adh, a-Gpdh.
Summary
Ethanol effect  on pre-imaginal development of Drosophila melanogaster :  relationships
with Adh and a-Gpdh loci
Four replicates  of a  Drosophila melanogaster population,  polymorphic for  the Adh and a-
Gpdh  loci, were maintained during 20 generations on a standard medium (replicates Tl and T2) or
on a medium supplemented with ethanol  (replicates El and E2). A  small increase  in  the Adh F
allelic  frequency  and  a  decrease  in  that  of  Gpdh F   were  observed  in  the  2  ethanol  treated
replicates.
After these  20 generations,  the egg-to-adult  survival  at different  ethanol concentrations was
determined  in  the  4  replicates  and  the  genotypic  structure  at  the  2  loci  was analyzed  in  the
emerged adults. From this experiment, it  appears that the LD S "  of ethanol was greater in the two
treated  replicates  (El, E2). However, in  all  replicates,  the  decrease in  the number of emerged
adults observed with increasing ethanol concentration in the larval medium, was not accompanied
by variation in  the genotypic structure  at  the Adh and a-Gpdh loci.
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L’étude des effets  de l’éthanol  sur  le  développement pré-imaginal de Drosophila
melanogaster est un sujet pour lequel on peut distinguer 2 approches usuelles. Dans la
1!, on étudie  la  survie de l’oeuf à l’adulte sur des milieux à différentes concentrations
d’éthanol, ce qui permet de déterminer la dose létale 50 de ce produit. Cette technique
a  été  utilisée  pour comparer la  tolérance  à  l’alcool  de différentes  espèces de Droso-
philes (P ARSONS   et  al.,  1979) ;  chez  Drosophila  melanogaster,  elle  a  été  également
employée pour la comparaison de populations naturelles d’origines géographiques diffé-
rentes (D AVID   et al.,  1986), ou l’analyse de populations expérimentales (V AN  D ELDEN   &
K AMPING ,  1983 ; H IGUET ,  1984 ; K ERVER   &  V AN  D ELDEN ,  1985).  L’alcool déshydrogé-
nase  (ADH) étant  responsable  de  la  détoxification  alcoolique,  la  seconde  approche
détermine la  viabilité  des différents génotypes (Adh FF ,  Adh Fs ,  Adh S S )  pour une concen-
tration d’éthanol donnée (M ORGAN ,  1975 ; V AN  D ELDEN   et al.,  1978 ; B IJLSMA -M EELES ,
1979 ; M C K ECHNIE   & M ORGAN ,  1982 ; D ORADO   & B ARBANCHO ,  1984 ;  McKECHNIE  &
G EER ,  1986)  et  est  plus généralement retenue  lorsque  l’intérêt  se  porte sur  les  effets
sélectifs de l’alcool  au niveau du polymorphisme du locus Adh.
La plupart  des  précédentes  expériences  ont  nécessité  la  constitution  de  souches
homozygotes pour les  allèles Adh F   et Adh s .  Or, même si  ces souches sont obtenues à
partir  d’une même population,  elles  proviennent toujours  d’un  très  petit  nombre de
lignées,  ce  qui  risque  d’entraîner  une  dérive  génétique  importante,  risque  encore
aggravé par le grand nombre de générations pouvant séparer l’isolement des lignées et
le  début de  l’expérience.  La différence  entre  les  souches Adh FF   et Adh’ peut  alors
porter non seulement sur le polymorphisme du locus Adh mais également sur celui de
nombreux autres locus.
Dans le  travail  que nous présentons sur  les  effets  sélectifs de l’éthanol  au niveau
du polymorphisme du locus Adh,  nous avons voulu  éviter  de constituer des souches
homozygotes. Pour cela,  nous avons utilisé  une population polymorphe pour l’Adh et
nous n’avons  déterminé  qu’à l’émergence  le  génotype des  individus  ayant  survécu  à
différentes  concentrations  d’éthanol.  Ainsi,  tous  les  génotypes  partagent-ils  le  même
environnement génétique,  ce  qui  minimise  les  risques de déséquilibre  de liaison.  Par
ailleurs,  nous  avons  voulu  tester  si  les  résultats  obtenus  différaient  suivant  que  la
population avait été ou non maintenue au préalable durant plusieurs générations sur un
milieu larvaire  additionné d’alcool.
En raison des effets  possibles de l’éthanol  sur  le  polymorphisme du locus de l’a-
glycérophosphate déshydrogénase (C AVENER   & C LEGG ,  1981)  et  sur l’activité  enzymati-
que de l’a-GPDH (G EER   et al.,  1983), nous nous sommes également intéressés au locus
a-Gpdh.
II.  Matériel et méthodes
A. Population expérimentale
La population expérimentale utilisée est la population SA-FIV dont les caractéristi-
ques sont données dans M ERÇOT   (1985 a) ; originaire de South Amherst (Massachusetts,
USA), cette population présente les 2 allèles communs aux locus de l’Adh (Adh F ,  Adh)
et  de l’a-Gpdh (Gpdh F ,  Gpdh s )  et  est exempte d’inversions (C HARLESWORTH   &  CHAR-
L ESWORTH, 1985).B.  Evolution au cours des générations
Quatre  répliques  de  la  population  précédente  ont  été  constituées,  2  sur  milieu
témoin  (Tl,  T2)  et  2  sur  milieu  additionné  d’éthanol  (El,  E2).  Les  concentrations
d’alcool utilisées sont de 10 p.  100 de la génération 0 à la génération 7 et 12 p.  100 au-
delà.
Le milieu  d’élevage  des  larves  est  dérivé  du milieu  axénique  de D AVID   (1959).
L’éthanol y est ajouté à 50 °C et vigoureusement mélangé. Puis ce milieu est coulé,  à
raison de 70 ml par bouteille, et stocké à 6 °C pour être utilisé 6 heures plus tard. Les
mouches sont alors  mises à pondre durant 15 heures.
Chaque réplique  est  constituée de 4 bouteilles contenant chacune 120 couples. A
chaque génération,  4 fois  30 couples  sont  prélevés  dans chaque bouteille  et  répartis
dans 4 nouvelles bouteilles de milieu, assurant ainsi un flux génique entre les bouteilles
d’une même réplique.
L’évolution des fréquences alléliques aux locus Adh et a-Gpdh a été suivie à 25 °C
durant  20  générations,  à  l’aide  des  techniques  classiques  d’électrophorèse  sur  gel
d’amidon (C HARLES -P ALABOST ,  1986) ; 90 p.  100 de ces fréquences ont été estimées sur
des échantillons de 90 à  110 individus.
C.  Survie de 1’oeuf à  l’adulte  et détermination de la  dose létale 50
Après 23 générations pour Tl-T2 et 22 générations pour El-E2, les  mouches des
4 répliques  sont  mises  à  pondre  en  masse  durant  2  générations  sur  un  milieu  sans
alcool,  avant  que  l’on  ne  procède  à  la  détermination  de  la  dose  létale  50  (DL50)
d’éthanol.  Pour  cela,  50  oeufs  âgés  de  0  à  3  heures  sont  transférés  sur  des  tubes
contenant 9 ml de milieu larvaire avec les concentrations d’alcool suivantes (le nombre
de  tubes  répliques  est  indiqué  entre  parenthèses) :  0(6),  10(6),  12(6), 14(8), 16(8),
18(10) p.  100. Le développement s’effectue  à 25 °C et la  survie de l’oeuf à l’adulte  est
déterminée en dénombrant journellement les  adultes émergés ; l’électrophorèse permet
de connaître également le  génotype de ces imagos aux locus Adh et  a-Gpdh.
D.  Temps de développement en fonction de la  concentration d’éthanol
La mesure utilisée pour estimer le temps de développement à chaque concentration
d’éthanol  est  le  temps moyen (en  jours)  nécessaire  à  l’émergence  de 50 p.  100  des
adultes (P ARSONS   et  al.,  1979).
E. Analyse statistique
1.  Evolution au cours des générations
L’analyse  des  variations  de  fréquences  alléliques  au  cours  des  générations,  en
fonction de la  présence ou non d’éthanol dans le  milieu larvaire,  a été  faite  i!our  les
2 locus, par la méthode de décomposition du  X 2  ;  le processus est exposé dans M ERÇOT
(1985 a).2.  Dose létale 50 d’éthanol
La DL50  est définie en fonction de la fréquence des émergences obtenues dans les
tubes  sans  éthanol.  Elle  est  calculée  après  transformation  angulaire  des  fréquences
d’émergence et transformation logarithmique des concentrations d’éthanol.
3.  Temps de développement
Les droites de régression du temps de développement en fonction de la concentra-
tion  d’éthanol  ont  été  calculées  après  transformation  logarithmique  du  temps  de
développement.
4.  Relation entre concentrations d’éthanol et polymorphisme enzymatique
Les variations de fréquences génotypiques et alléliques en fonction de la concentra-
tion d’éthanol et de l’origine des répliques (témoins : Tl et T2 ; sur éthanol : El et E2)
ont été analysées par la  méthode de décomposition du X z .
III.  Résultats
A. Evolution au cours des générations
Dans le tableau 1  sont portées les fréquences alléliques au cours des 20 générations
d’évolution  sur milieu témoin (Tl - T2) ou sur milieu additionné  d’éthanol  (El - E2).
Le tableau  2  présente  l’analyse  statistique  de  ces  résultats.  Sur  milieu  alcoolisé,  on
observe  une légère  augmentation de la  fréquence  de  l’allèle Adh F   et  une baisse  très
sensible  de  celle  de  l’allèle  Gpdh F .  Au locus a-Gpdh,  on note  également une réelle
hétérogénéité entre  les 2 répliques témoins pouvant résulter de l’effectif moyen de ces
répliques  (au mieux 480 couples).
B.  Survie de 1’oeuf à l’adulte
1.  Dose létale 50
Les  fréquences  des  survivants  aux  différentes  concentrations  d’éthanol  dans  les
4 répliques sont portées sur la figure la. Les valeurs de la DL50 (± 2 écarts-types) sont
respectivement pour Tl, T2, El et E2 de :  12,46 ±  0,30, 12,77 ±  0,31, 14,32 ±  0,27 et
14,04 ±  0,26.  Il  apparaît donc que le  maintien sur milieu  alcoolisé  durant 22 généra-
tions  a permis aux larves des répliques El et E2 d’acquérir une tolérance  à l’éthanol
supérieure à celle des témoins.2.  Temps de développement
La figure  Ib donne la  variation du temps de développement pour les 4 répliques.
En l’absence d’éthanol, le temps de développement est le même  pour les 4 populations.
Le retard que l’on observe avec l’augmentation de la concentration d’éthanol rejoint les
résultats  obtenus  par O AEKESHOTT   (1976), P ARSONS  et  al.  (1979)  et H IGUET   (1984).Après  transformation  logarithmique,  les  pentes  des  droites  de  régression  obtenues,
d’une  part  pour  Tl  et  T2  réunies  et  d’autre  part  pour  El  et  E2  réunies,  ont
respectivement  pour  valeur  8,55 x 10- 3   ±  0,41 x 10- 3   et  7,45 x 10- 3   ±  0,39 x 10- 3 .
Bien que l’on observe aux concentrations 12 et 14 p.  100 un retard plus important pour
les répliques témoins, les valeurs de ces 2 pentes ne sont pas statistiquement différentes
(t 
= 1,94).
3.  Relation entre concentrations d’éthanol et polymorphisme enzymatique
La composition génotypique des survivants aux différentes concentrations d’éthanol
et  les  fréquences  alléliques  correspondantes  sont  respectivement  données  dans  les
tableaux  3  et  4  pour  les  locus  Adh  et  a-Gpdh.  Le  tableau  5  présente  l’analyse
statistique  des variations  de fréquences à ces  2 locus en fonction de la  concentration
d’éthanol  (C)  et  de l’origine  des répliques  (0) :  témoin ou éthanol.  L’analyse de ces
tableaux confirme les  résultats  obtenus au cours de l’évolution  durant 20 générations
sur milieu témoin (Tl  et  T2) ou additionné d’éthanol  (El et  E2) ; en effet,  on note
toujours que sur les répliques Tl et T2, les fréquences de l’allèle Adh F   sont plus faibles
que sur les  répliques El et E2, alors que celles de l’allèle Gpdh F   y sont plus élevées.Par contre, aucune variation de fréquences n’est constatée en fonction de la concentra-
tion d’éthanol. La baisse du nombre des survivants, observée avec l’augmentation de la
concentration du milieu en éthanol  (fig.  la),  ne se  traduit donc par aucune variation
significative dans les  fréquences alléliques aux locus Adh et a-Gpdh.
IV. Discussion
De nombreux auteurs ont étudié  les  effets  de l’éthanol sur  le  polymorphisme de
l’Adh.  Dans certains cas,  l’addition d’alcool au milieu d’élevage de populations expéri-
mentales a provoqué une augmentation de la  fréquence de l’allèle Adh F  au  cours des
générations (G IBSON ,  197! ; V AN  D ELDEN   et al.,  1975,  1978 ; C AVENER   & C LEGG ,  1978,
1981 ; V IGUE  et  al.,  1982).  D’autres  auteurs  n’ont,  au  contraire,  obtenu  aucune
variation de fréquences alléliques (G ISSON  et  al.,  1979 ; O AKESHO TT,  1979 ; O AKESHOTT
et  al.,  1983,  1984).  Dans  les  premiers  travaux  cités,  les  populations  avaient  été
maintenues durant plusieurs années au laboratoire avant le début des expériences, alors
que  dans  les  seconds,  elles  avaient  été  capturées  peu  de  temps  auparavant.  Cette
observation a conduit O AKESHO TT  et al.  (1984) à proposer l’interprétation suivante. Les
fruits  en décomposition 
-  sur lesquels se développe Drosophila melanogaster (A TKIN -
SON & S HORROCKS ,  1977) 
-  peuvent contenir plus de 3 p.  100 d’éthanol, alors que les
milieux d’élevage au laboratoire en sont quasiment dépourvus.  Il  en résulte qu’un long
séjour  en  laboratoire  des  populations  naturelles  étudiées  a  dû  modifier  la  structure
génétique  qui  s’était  établie  pour  une  meilleure  adaptation  à  l’alcool.  Lorsque  ces
populations  sont  à  nouveau  au  contact  de  l’éthanol  (par  addition  dans  le  milieu
d’élevage),  elles  sont soumises à une sélection sur milieu alcoolisé,  ce qui entraîne un
changement de leurs  fréquences alléliques au locus Adh.
Nos  résultats  suggèrent  une  autre  explication.  Dans  le  travail  présenté,  nous
n’observons  qu’une  légère  augmentation  de  fréquence  de  l’Adh F .  Or,  la  population
d’origine  (SA-FIV) a été maintenue au  laboratoire  depuis  sa  capture en 1975.  Mais,
contrairement aux expériences où des variations  de fréquences ont  été  observées,  les 
_
fréquences  initiales  ne sont  pas  fixées  dans  les  4  répliques  analysées ;  en  effet,  ces
dernières sont directement issues de la  population SA-FIV à l’équilibre  et  ne provien-
nent pas de souches homozygotes Adh FF   et !4d!. Il semble donc que l’expérimentation
sur  des  populations  polymorphes,  formées  à  partir  de  lignées  homozygotes,  soit  un
facteur  qui  favorise  la  variation  ultérieure  des fréquences  alléliques  au locus Adh en
présence d’éthanol  (voir également V AN  H ERREWEGE   &  D AVID ,  1984).-
Le maintien de populations sur des milieux additionnés d’éthanol a également pour
effet d’accroître leur tolérance à ce produit (D ORADO   & B ARBANCHO ,  1984 ; O AKESHO IT
et al.,  1984 ; K ERVER   &  V AN  D ELDEN ,  1985). Le résultat obtenu pour la population SA-
FIV rejoint celui  des auteurs que nous venons de mentionner.  L’analyse du polymor-
phisme de l’Adh,  parmi les  survivants aux différentes concentrations d’éthanol, semble
indiquer que cette augmentation de tolérance n’est pas liée  à la fréquence plus élevée
de l’allèle Adh’, observée pour les 2 répliques avec alcool. En  effet, aucune différence
n’est  constatée dans  le  pourcentage de survie  des 3  génotypes,  alors  qu’il  existe  une
forte diminution des pourcentages d’imagos éclos.
Les expériences de viabilité pré-imaginale sur milieux alcoolisés ont toujours révélé
des  différences  entre  les  3  génotypes  de  l’Adh.  Ainsi M ORGAN   (1975)  observe  unemeilleure viabilité larvo-nymphale des individus de génotype Adh FF .  Il  en est de même
pour VA N  D ELDEN   et al.  (1978) et D ORAD O  & B ARBANCHO   (1984) pour la survie de l’oeuf
à l’adulte. Dans une expérience analogue à la nôtre, K ERVER   &  V AN  D ELDEN   (1985) ont
comparé la survie de l’oeuf à l’adulte (en déterminant la DL50) de 2 lignées (Adh FF   et
Adh ss )  préalablement élevées sur milieu témoin ou sur milieu additionné d’éthanol. Les
individus de génotype Adh FF   survivent mieux que les  individus Adh’ et  les  hétérozy-
gotes présentent un effet maternel ;  la  différence est cependant moins importante dans
le  cas  des lignées  élevées au préalable  sur éthanol.  Comment dès lors  expliquer une
telle  différence  entres  ces  résultats  et  les  nôtres ?  Les expériences que nous venons
d’évoquer (exceptée celle de V AN  D ELDEN  et  al.,  1978) ont été réalisées directement sur
des souches homozygotes Adh FF   et Adh ss ,  constituées à partir d’un trop petit nombre de
lignées  pour  que  les  risques  de  dérive  génétique  puissent  être  négligés.  Dans ces
conditions,  il  est  probable que ces  souches diffèrent  également pour les génomes qui
leur sont associés. Au  contraire, dans notre travail, les génotypes Adh FF ,  AdhFS  et Adh ss
partagent  le  même contexte  génétique,  mais  peuvent  présenter  un  effet  maternel,
notamment en ce  qui concerne  l’activité ADH  de l’oeuf.  Il  paraît donc vraisembable
que l’on  puisse  ainsi  expliquer  les  différences entre nos résultats  et  ceux des auteurs
cités.  Cette hypothèse est renforcée par les  résultats d’A NDERSON   (1982)  qui, chez les
imagos, observe une meilleure tolérance à l’alcool des individus Adh FF   issus de souches
homozygotes, par rapport à ceux provenant de populations polymorphes.
En  ce qui concerne le locus de l’a-glycérophosphate déshydrogénase, on observe au
cours des générations une baisse de fréquence de l’allèle Gpdh F ,  sur milieu additionné
d’éthanol.  Ce résultat  avait  été  préalablement obtenu  par M ERÇOT   (1985 b)  pour  la
population SA-FIV et  par C AVENER   &  C LEGG   (1981)  pour une autre population.  Or,
l’a-Gpdh et l’Adh larvaires interagissent dans la synthèse des lipides (G EER   et al.,  1983,
1985) ;  la  1&dquo;  en assurant  la  formation d’a-glycérophosphate qui donnera l’acide  phos-
phatique,  précurseur  des  triglycérides  et  des  phospholipides ;  la  2 e   en  produisant
l’acétaldéhyde,  précurseur de l’acétyl-CoA  qui  intervient  dans  la  synthèse  des  acides
gras.  Il  paraît donc concevable que l’éthanol puisse avoir une action conjointe sur les 2
systèmes.  Par contre,  comme pour l’Adh,  la  structure  génotypique du locus a-Gpdh
n’est  pas  modifiée  chez  les  survivants  aux  différentes  concentrations  d’alcool.  Ce
résultat  n’est pas nécessairement contradictoire avec les  variations de fréquences obte-
nues au cours du temps, puisque les viabilités des génotypes n’ont été estimées que sur
une seule génération.
V. Conclusion
Parmi les  espèces du genre Drosophila se multipliant sur les fruits en décomposi-
tion (A TKINSON   &  SH ORROCKS ,  1977),  Drosophila  melanogaster  est  l’une  des  rares
espèces  qui  puissent  vivre  dans  des  habitats  tels  que  brasseries,  celliers  et  caves
vinicoles (1VI ONCLUS   & P REVOSTI ,  1978-1979 ; D AVID   &  V AN  H ERREWEGE ,  1983),  lieux
offrant des  sites  de reproduction à concentrations élevées en alcool  et notamment en
éthanol (B RISCOE  et  al.,  1975 ; M C K ENZIE   &  McKECHNIE, 1979 ; G IBSON  et  al.,  1981).
La bonne résistance  des imagos et  des  larves  sur des milieux à fortes  concentrations
d’éthanol (D AVID  et  al.,  1974, 1977 ; D AGGARD ,  1981 ; D AVID   &  V AN  H ERREWEGE ,  1983)
est  à  l’origine  des habitats variés de D. melanogaster.Cette  tolérance  à  l’alcool  présente,  tant  au  stade  imaginai  que  larvaire,  une
variabilité  géographique importante (D AVID   et  al.,  1986), en relation avec le  polymor-
phisme  de  l’Adh,  pour  lequel  existe  également  un  cline  latitudinal  de  fréquences
alléliques (O AKESHO TT  et al.,  1982 ; D AVID   et al.,  1986). La situation précédente est bien
illustrée,  d’une part par les  populations d’Afrique tropicale -   les  moins tolérantes  et
de fréquence Adh’ généralement inférieure  à 0,10 
-  et,  d’autre  part  par les  popula-
tions  paléarctiques  (telles  les  populations  françaises) 
-  les  plus  tolérantes  et  de
fréquence Adh F   supérieure  à  0,90 (D AVID   et  al.,  1986).  Si  la  différence  de tolérance
entre ces 2 types de populations réside uniquement dans leur structure génotypique au
locus Adh, on devrait s’attendre à ce que 
-  dans la  population polymorphe analysée
ici 
-  l’augmentation  de  la  mortalité,  liée  à  l’augmentation  de  la  concentration  en
éthanol,  touche plus  particulièrement  les  individus Adh ss .  Or tel  n’est  pas le  cas.  Ce
résultat ne signifie pas que le polymorphisme de l’Adh n’a aucun rôle dans la tolérance
à l’éthanol, mais indique que d’autres facteurs sont largement impliqués, parmi lesquels
on peut  suggérer  les  gènes  de  régulation  de  l’activité  ADH (A YALA   &  McDoNwt,n,
1980) ou ceux liés  à  la  synthèse des acides gras (G EER   et  al.,  1986).
Reçu le 6 janvier 1987.
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